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４つ(YgaW, YtfF, YddG, YeaS)同定することに成功した(23)。これらのうち
YddGとYeaSはそれぞれ芳香族アミノ酸とロイシンを排出する輸送体として報
告されたものであったが(22, 25)、YgaW と YtfF はこれまでまったく報告例の
ない未知タンパク質であった。その後堀は、YgaW が大腸菌の主要な L-Ala 排
出輸送体であることを明らかとしこの新規輸送体を Alanine Ｅxporter (AlaE)




















そこで本研究ではこれらの背景を踏まえ、細菌の L-Ala および D-Ala の膜を
介する輸送に関する現象について、大腸菌の L-/D-Ala 排出輸送機構の全容を解
明するために、i) 大腸菌の新規 L-Ala 排出輸送体 YtfF の機能解析、ii) 大腸菌
の L-Ala 排出輸送体 AlaE の生理機能、iii) 大腸菌の D-Ala 排出輸送システム














第 2章 大腸菌の新規 L-Ala排出輸送体 YtfFの機能解析 
 
第 1節 緒言 
 
当研究室の堀によって大腸菌は 4 つの L-Ala 排出輸送体(YgaW, YtfF, YddG, 
YeaS)をもつことが同定された(23)。この中でも YgaW（AlaE と命名）および
YtfF の 2 つの排出輸送体はこれまで全く報告のない機能未知の排出輸送体であ
った。この研究過程で堀は、同定した各々の排出輸送体遺伝子の発現ベクターを
L-Ala を代謝することができない多重変異株に導入した形質転換体を L-Ala を
含むジペプチド(Ala-Ala)存在下で培養し、細胞内に蓄積した L-Ala 量を測定す
ること(ペプチドフィーディング法、Fig.2-1)によって、YgaW を高発現するクロ
ーンの細胞内 L-Ala レベルが最も低いことを見いだし、YgaW が主要な L-Ala
排出輸送体であることを明らかとした(23)。そして、これまで未知であった YtfF
を発現する形質転換体の細胞内 L-Ala レベルが AlaE 発現クローンに次いで低





Fig 2-1. The principle of the peptide feeding method. The wild-type cells can grow in 
the presence of L-Ala containing peptide (Ala-Ala) because L-Ala exporter AlaE 
exports L-Ala derived from Ala-Ala. However, growth of the E. coli mutant deficient 
in the alaE gene is inhibited in the presence of Ala-Ala due to high accumulation of 




YtfF は 10 回膜貫通領域を持つことが膜トポロジー解析予測ソフトウェアによ
って予測されており、実際に Transporter Classification Database(TCDB)によ
る分類において 10 回膜貫通領域を持つ排出輸送体のファミリーである 10 TMS 
Drug/Metbolite Exporter (DME)Family に属している(9)。YtfF を含め DME フ
ァミリーには機能が分かっていない排出輸送体が多数存在しており、このファ
ミリーの排出輸送体の生理的な役割は多くが謎に包まれている。しかし、YdeD
および RhtA に関してはその排出基質が明らかとなっている。YdeD に関しては
システインとその類似化合物である O-acetylserine を排出することが 2000 年
に報告された(26)。RhtA に関してはスレオニン、ホモセリン、アミノ酸類似化


























地（1% tryptone、0.5% yeast extract、0.5% NaCl、pH7.2）あるいは最少培地
（22 mM glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4、1.7 mM MgSO4、7 mM K2SO4、22 mM 
NaCl、100 mM sodium phosphate、pH 7.1）(35)を用いて 37ºC で振とう培養
した。必要な場合は培地にカナマイシン (KM, 12.5 µg/ml)、クロラムフェニコ
ール (CP, 12.5 µg/ml)、アンピシリン (Amp, 50 µg/ml)を加えた。生育は波長 660 







































MG1655 with a deletion in ytfF gene 
MG1655 with a deletion in lacZ gene 
dadA disruptant derived from BW25113 
alaE dosruptant derived from JW1178 
Relevant genotype/properties Source 









































































pCA24N harbouring the ytfF gene 
Ampr, pMB1 ori, Promorterless lacZ gene 
pCB192 harbouring 300 bp upstream of ytfF 
gene of MG1655 
pCB192 harbouring 600 bp upstream of ytfF 
gene of MG1655 
CPr, lacZ, p15A ori 
pStv29 harbouring PCR fragment of the ytfF gene 
pStv29 harbouring PCR fragment of the alaE gene 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
27 with Asp 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
27 with Ala 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
37 with Lys 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
37 with Ala 
 


























































pYtfF derivative with Arg replacement at position 
53 with Lys 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
53 with Ala 
pYtfF derivative with Lys replacement at position 
124 with Arg 
pYtfF derivative with Lys replacement at position 
124 with Ala 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
143 with Asp 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
143 with Ala 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
155 with Lys 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
155 with Ala 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
176 with Lys 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
176 with Ala 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
229 with Lys 
 













































<Intact cell における放射性標識 β-Ala の細胞内蓄積> 
 
L 平板培地で 37℃にて各被験菌を 1 日培養して形成したコロニーを 5 ml の
最少液体培地に接種し、37℃で一夜振とう培養した(必要に応じてCP 12.5 µg/ml
を加えた)。この前培養菌液全量を20 mlの最少培地(必要に応じてCP 12.5 µg/ml
を添加)に加え、37℃にて振とう培養を行った。各被験菌体の A660を測定し、A660
が約 0.6 に達するまで生育した時点（約 3 時間）で各菌株を集菌し（8,700 x g, 
10 min, 4℃）、A660 = 5 となるように 100 mM リン酸カリウム緩衝液(pH 7.5)
に懸濁して使用するまで氷上で静置した。菌液 40 µl をチューブに分注し、1.0 
µl の 50 mM 非放射性 β-Ala、5 µl の[3H]β-Ala (終濃度 1.0 mM) および 4 µl の
100 mM リン酸カリウム (pH 7.5)を加え混合した後、37℃で反応を開始した。
反応開始直後、および 10 sec ,30 sec, 1 min, 2 min, 5 min, 10 min 後に 1 ml の











pYtfF derivative with Arg replacement at position 
229 with Ala 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
271 with Asp 
pYtfF derivative with Glu replacement at position 
271 with Ala 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
307 with Lys 
pYtfF derivative with Arg replacement at position 
143 with Ala 
 
 















GF-75 , Japan)上に載せ吸引濾過し、3 ml のクエンチングバッファーで膜フィ
ルターを 2 回洗浄した。洗浄後、膜フィルターをプラスチックバイアルに入れ、
6 ml のシンチレーションフィルターカウント(PerkinElmer, USA)を加え、24 時
間後に液体シンチレーションカウンターSLC-5001(Hitachi Aloka Medical, 
Japan)で放射活性を測定した。また、本実験で使用する[3H]β-Ala (50 Ci/mmol)




反転膜小胞(Inverted membrane vesicle)の調製は Altendorf K H, Futai M 等
の方法(40, 41)を参考に行った。L 平板培地で 37℃にて 1 日培養した ytfF 欠損
変異株と ytfF 増幅株のコロニーを、それぞれ 150 ml および 200 ml の L 液体
培地(必要に応じて CP 12.5 µg/ml を添加)に接種し、37℃で一夜振とう培養し
た。その後、前培養菌液を全量で 1.5 L となるようにそれぞれ 1,450 ml および
1,300 ml の新たな L 液体培地(YtfF 過剰発現株は IPTG 0.1 mM を添加)に加え
37℃、100 rpm で A660＝1 になるまで Bio-shaker BR-300LF (TAITEC Co., 
Japan)で振とう培養した。培養した菌液は 8,700×g、4℃で 10分間遠心集菌し、
洗浄バッファー（100 mM リン酸カリウム(pH 7.0)、10 mM MgCl2）で 2 度遠
心洗浄した後、10 µg/ml DNaseⅠを含む 15 ml リシスバッファー（100 mM リ
ン酸カリウム(pH 7.0)、10 mM MgCl2、20 % グリセロール 1 mM DTT）に懸
濁後保冷(4℃)した。その後、菌懸濁液を Emulsi Flex B15 高圧バッチ式細胞破




で 1 時間半超遠心を行い(Beckman XL-90, USA)、反転膜小胞を集めた。反転膜
小胞のペレットをリシスバッファーに懸濁し、1 回同条件下で遠心した後、同バ
ッファーに再懸濁した。得られた反転膜小胞懸濁液のタンパク質定量を行い、タ
ンパク質濃度が 20 mg/ml となるようにリシスバッファーを加えて希釈した後、












転膜小胞 10 µl を 15 ml 容プラスチックチューブの底に分注し 2 分間 25℃の水
槽でインキュベーションした後、5.0 µl の[3H]β-Ala (10 mCi/mmol)、1.0 µl の
非放射性 β-Ala ストック（25～400 mM）、1.0 µl のストック NADH (125 mM) 
を添加混合した 40 µl の反応バッファーを加え、反応を開始した(β-Ala の量は実
験により異なる)。反応開始直後と 5 , 10 , 15 , 20 , 25 , 30 sec 後に各反応チュー
ブに 1 ml のクエンチングバッファーを加え反応を停止させ、ガラスファイバー




5001(Hitachi Aloka Medical, Japan)で放射活性を測定した。また、本実験で使







10 µl を 15 ml 容プラスチックチューブの底に分注し 2 分間 25℃の水槽でイン
キュベーションした後、5 µl の[3H]L-Ala、1 µl の 125 mM ストック NADH (終
濃度 2.5 mM) 、33.5 µl の反応バッファーを加えると同時に、0.5 µl の 500 µM
ストック CCCP（95%EtOH に溶解）または 5 mM ストック DCCD（95%EtOH




応開始 20 sec 後 に 1 ml のクエンチングバッファーを加え反応を停止させ、ガ
ラスファイバーフィルター上に載せ吸引濾過し、3 ml のクエンチングバッファ
ーで膜フィルターを 2 回洗浄した。洗浄後、膜フィルターをプラスチックバイ
アルに入れ、6 ml のシンチレーションフィルターカウントを加え、24 時間後に
液体シンチレーションカウンターSLC-5001 で放射活性を測定した。また、この
実験において、ytfF 増幅株の測定値から ytfF 欠損株の測定値を引いたものを
YtfF による反転膜小胞内への[3H]L-Ala 取り込み量とした。 
 
<トータル RNA の抽出> 
 
大腸菌 MG1655 を L-broth に接種し 37℃で 1 夜培養した後、1.5 ml の菌液
を集菌して回収した菌体を 0.85 % NaCl（1 ml）で 1回洗浄を行い、等量の 0.85％
NaCl で再懸濁した。菌液 800 µl を 40 ml の 1 %トリプトンを含む最少培地に
接種し、37℃で振とう培養を行った。対数増殖期中期（A660 ≧ 0.6）に達した菌
液を遠心(8700 x g, 4℃, 10 min)し、氷冷した最少培地で 2 回洗浄を行った。そ
の後、菌液を最少培地に A660 ＝3 となるように再懸濁した菌液の 1 ml をミクロ
チューブに分注し、ローテーター（RT-50、タイテック、Japan）を用いて 37℃
で 10 分間プレインキュベーションした。その後、L-Ala、D-Ala、β-Ala をそれ
ぞれ終濃度が 6 mM となるように添加し 37℃で 5 分間培養した。培養後 200 µl
の菌液を遠心集菌して回収した菌体ペレットを 200 µl の 0.3 mg/ml Lysozyme
に懸濁し、37℃で 5 分間インキュベートした。その後、NucleoSpin RNA Plus 
(MACHEREY-NAGEL, TaKaRa, Japan)を用いて RNA 抽出を行った。抽出し
た 60 µl の RNA 溶液に rDNase (TaKaRa)を 2 µl 加え、37℃で 30 分間インキ
ュベートし、その後 NucleoSpin RNA Clean-Up Kit (MACHEREY-NAGEL, 
TaKaRa, Japan)を用いて精製し、40 µl の RNase-free 純粋水に再溶解した。精
製した RNA の収量は紫外部吸光法によって測定した。 
 
<Reverse Transcription-PCR (RT-PCR)による半定量的解析> 
 
 RT-PCR は RNA 抽出の後、精製したトータル RNA 1 µg を用いて




った。まず、Random 6 mer プライマーと dNTP 溶液、1 µg のトータル RNA
を混合し、RNase-free 蒸留水で 10 µl に調整した後、65℃で 5 分間インキュベ
ート後、氷上で急冷することで変性処理を行った。その後、5 µl の Reverse 
transcriptase、4 µl の 5×PrimeScript buffer、0.5 µl の RNase Inhibitor を 10 
µl の変性ずみ RNA 溶液に加え、RNase-free 蒸留水で容量を 20 µl に調整した
後、30℃で 10 分間インキュベートした。逆転写反応を 95℃、5 分のインキュベ
ートで行い cDNA を作製した、この cDNA 1 µl を 10 µl の PCR 反応系に供し
た。PCR は ExTaq (TaKaRa, Japan)を用いて 94℃-2min、1 cycle; 94℃-30 sec、
50℃- 30 sec、68℃-30 sec、30 cycles; 68℃-5 min、1 cycle の条件下で行った。






pCB192 にはプロモーターが欠損した lacZ 遺伝子が組み込まれている。よって、
上流域に対象となる遺伝子のプロモーター領域を導入することでβ-ガラクトシ
ダーゼアッセイを行うことができる。本実験においては ytfF 遺伝子の上流 300 





























培地に接種し、37℃で一夜培養した菌液 1 ml を集菌し、0.85％NaCl で 2 回洗
浄を行い、1 ml の 0.85％NaCl で再懸濁した。この菌液 80 µl を最少培地 4 ml
に接種し、37℃で 1 時間培養した後、各種アミノ酸の濃度が終濃度 6 mM とな
るように添加し、37℃で 3 時間培養した。培養液 1.5 ml を集菌し、Z-buffer (100 
mM Na-phosphate, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4, pH 7.0)で 1 回遠心洗浄を行っ
た後、Z-buffer 1.5 ml に再懸濁し、650 µl の菌液をガラスキュベットを用いて
吸光度 A600を測定した。酵素活性は以下の手順で測定した。菌液 500 µl を 1.4 
µl の 2-メルカプトエタノール (2-ME)を含む 500 µl の Z-buffer、20 µl のクロ
ロホルム、20 µl の 0.1 % SDS と混合し、5 分間 37℃で培養した後、200 µl の
4 mg/ml 2-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG)を添加してボルテック
スによって攪拌し、37℃で 30 分振とう培養した。その後、500 µl の 1 M Na2CO3
を添加することにより反応を停止した。反応停止後サンプル溶液の波長 420 nm
および 550 nm での吸光度を分光光度計 V-630(日本分光, Japan)を用いて測定
した。Miller らの方法に従い得られた値を Miller Units に換算してβ-ガラクト




 L-alanyl-L-alanine (Ala-Ala) に対する感受性を最小発育阻止濃度(MIC, 
minimum inhibitory concentration)を測定することによって評価した。L 平板
培地で 37℃にて 1 日培養して形成したコロニーを L 液体培地 4 ml に接種し、
37℃で 1 夜振とう培養した。各被験菌体の吸光度 A660を測定し、菌密度が被験
菌株間で同程度になるように 0.85% NaCl で希釈した後、2 倍希釈系列の Ala-
Ala を混釈した最少平板培地にミクロプランター (MIT-P, 佐久間製作所) を用




t = 反応時間 (min)








第 3節 結果 
 




対する ytfF 欠損変異株(MG1655ytfF)と ytfF 増幅株(MG1655ytfF/pYtfF)の
感受性を調べ、次いで、MG1655ytfF/pYtfF の感受性が低下したアミノ酸につ
いて、野生株(MG1655)、ytfF 欠損変異株(MG1655ytfF)および ytfF 増幅株
(MG1655ytfF/pYtfF)におけるこれらのアミノ酸の細胞内濃度の変化を HPLC
で測定した(34)。その結果、MG1655ytfF/pYtfF 細胞内の β-Ala レベルの低下
が観察され、YtfF は β-Ala を排出することができる輸送体であることが示唆さ
れていた(34)。 
 この実験条件は、反応開始後 90 分までの細胞内 β-Ala 量を測定したものであ
り、被験菌は野生株 MG1655 由来株であることから、細胞内に取り込まれた β-
Ala は代謝されることが推測される。そこで、本実験では細胞内における代謝の
影響を極力避ける目的で、齊藤が行った実験よりも短時間での測定を行うため
に、野生株 MG1655、ytfF 欠損変異株および ytfF 増幅株における細胞内への
[3H]β-Ala 蓄積量の変化を測定した(Fig 2-3)。YtfF がアミノ酸排出輸送体として
機能しているならば、ytfF 欠損変異株と ytfF 増幅株において基質アミノ酸の
細胞内レベルに差異が見られ、ytfF 増幅株で細胞内 β-Ala レベルの低下が観察
されることが期待される。測定の結果、細胞内 β-Ala 濃度は ytfF 欠損株に比べ
て野生株においてわずかな低下が認められた(Fig 2-3)。また、YtfF 過剰発現株
においては IPTG による YtfF 過剰発現量に依存して細胞内 β-Ala の低下が認め
られた。このことから YtfF が β-Ala を基質として認識し排出していることが示






<反転膜小胞を用いた YtfF の β-Ala 輸送活性の測定(down-hill 条件)> 
 
YtfF が β-Ala 排出輸送活性を有することがこれまでの実験により強く示唆さ
れた。しかし、細胞内への[3H]β-Ala の蓄積は、β-Ala 取り込み活性と排出活性
を合わせた結果を反映したものであり、YtfF の排出活性が間接的に示されたに




そこで、反転膜小胞を用いた YtfF の β-Ala 輸送活性の測定を行った。この反転
膜小胞を用いる方法の利点は、生菌を用いた方法では困難であった排出活性と
取り込み活性を分離することができることに加え、基質の種類と濃度を自由に
変えることができるため、より直接的な YtfF の β-Ala 排出活性を測定すること
ができる点である。 
 YtfF の β-Ala 排出能の評価を以下の点、すなわち、1) 小胞内への β-Ala 蓄
積量に及ぼす NADH の影響、2) ytfF 増幅株および ytfF 欠損株より調製した反
転膜小胞内への β-Ala 蓄積量の比較、3) 小胞内 β-Ala 蓄積量におよぼす基質濃
度の影響、4) 小胞内 β-Ala 蓄積量におよぼす競合基質の影響に着目して行った。
まず最初に、低コピーベクターに ytfF 遺伝子をクローン化した pStv29-ytfF を
導入した形質転換体 MG1655/pStv29-ytfF より調製した反転膜小胞内への蓄積
を調べた。その結果、NADH に依存したわずかな β-Ala の取り込み量の増加が
認められたが、ytfF 欠損株由来の小胞内への β-Ala 取り込み量との差はほとん
ど見られなかった(data not shown)。その理由の一つとしてコピー数の少ない
pStv29 上の ytfF 遺伝子の発現量が少ないために ytfF 欠損株と ytfF 増幅株間
で β-Ala 蓄積量の差が認められなかった可能性が考えられる。そこで、強力なプ
ロモータ pT5/lac の制御下に ytfF 遺伝子を配した pCA24N-ytfF を用い反転膜
小胞内への β-Ala の蓄積を調べた。pCA24N-ytfF を導入した形質転換体の生育
は IPTG 0.2 mM 存在下で抑制され、それ以上添加すると著しく阻害された。そ
こで、IPTG 0.1 mM 存在下で培養した細胞から反転膜小胞を調製し、β-Ala 輸
送活性を測定した。その結果、YtfF 高発現株において 4 mM の β-Ala と共にエ




4~5 倍の β-Ala 取り込み量の増加が見られた(Fig. 2-4 A, B)。一方、YtfF 欠損株
において同条件下（4 mM β-Ala, 2.5 mM NADH）でほとんど β-Ala の取り込み
量の増加は認められなかった(Fig. 2-4 A, B)。次に、基質濃度を 0.5 mM〜8 mM
の範囲で変化させ YtfF の輸送活性を測定すると、濃度依存的な β-Ala 輸送活性
が認められた(Fig. 2-4 C)。したがって、YtfF がエネルギー依存的な β—Ala 排出
輸送体であることが明らかとなった。また、L-Ala を基質として上記と同条件で
YtfF の L-Ala 輸送活性を評価した結果、L-Ala に関しても β-Ala と同様に濃度
依存的な活性が認められた(Fig. 2-5A)。また、この L-Ala 輸送活性は β-Ala のそ
れに比べほぼ同等あるいは若干高い傾向を示した(Fig. 2-5B)。 
 
<反転膜小胞を用いた YtfF の L-Ala 輸送活性の測定(up-hill 条件)> 
 
 上記の実験で NADH 依存的な小胞内への[3H]L-Ala 輸送活性を YtfF がも
つことが明らかとなったが、YtfF が基質濃度に逆らった能動輸送活性を有する
かは依然不明である。そこで、非放射性 L-Ala (10 mM)をローディングした小
胞内への L-Ala 取り込み実験を行った。その結果、ytfF 増幅株では NADH を添
加した条件においてのみ L-Ala の著しい取り込み量の増加が認められた(Fig. 2-
6 A, B)。一方、ytfF 欠損株では NADH 依存的な L-Ala の蓄積はほとんど認め
られなかった(Fig. 2-6 A, B)。このことから、YtfF は能動的な L-Ala 排出輸送体
であることが明らかとなった。  
 







ー阻害剤の L-Ala 輸送活性に及ぼす影響を調べた。 







する(45)。また、DCCD は ATP 合成酵素阻害剤として知られており、結果とし
て ATP を利用する物質の輸送を阻害する(46, 47)。 
Down-hill 条件下で[3H]β-Ala の反転膜小胞内への蓄積は、ATP 合成酵素阻害
剤である DCCD を添加した場合、阻害剤を添加していない対照と比べほぼ同程
度の蓄積量を示した(Fig. 2-7)。一方、プロトン駆動力を阻害する CCCP 存在下
で β-Ala の蓄積が著しく低下した(Fig. 2-7)。また、CCCP と同じ効果を及ぼす
とされる Valinomycin と Nigericin の同時添加の条件下においても β-Ala の著
しい蓄積の低下が認められた(Fig. 2-7)。これらの結果から YtfF がプロトン駆動
力をエネルギー源として利用していることが強く示唆された。また、Nigericin























<YtfF の TM 変異体の MIC 評価> 
 





れた YtfF の膜貫通領域に存在する 10 個の荷電アミノ酸残基に注目し、それら
を電荷を保存した YtfF の置換誘導体(R→K, K→R, D→E, E→D)、さらに、各荷
電アミノ酸残基を中性のアラニンに置換した誘導体(R→A, K→A, D→A, E→A)
を作製した。そして、これらの変異を加えた ytfF 過剰発現プラスミドを Ala-Ala
高感受性変異株(JW1178alaE)に導入した形質転換体の Ala-Ala に対する感受
性(MIC)の変化を調べた(Fig 2-10, Table2-2)。その結果、37 番目のアルギニン
をリジンまたはアラニンに変えた置換誘導体(R37K, R37A)、271 番目のグルタ
ミン酸をアスパラギン酸またはアラニンに置換した誘導体(E271D, E271A)に




E143A)ではいずれも著しい MIC の低下が認められた(Fig 2-10, Table 2-2)。一
方、27 番目のグルタミン酸、53 番目のアルギニン、176 番目のアルギニン、229
番目のアルギニン、307 番目のアルギニンをそれぞれ荷電を保存したアミノ酸
残基に置換した誘導体(E27D, R53K, R176K, R229K, R307K)は、野生型の YtfF
と同等の MIC (156〜312 µg/ml)を示したのに対し、中性のアラニンに置換した
各変異体(E27A, R53A, R176A, R229A, R307A)は Ala-Ala に対する感受性が著
しく高くなっていた(Fig 2-10, Table 2-2)。 
各置換誘導体の発現量の検証をしなければ正確な議論はできないが、膜貫通







< Ala-Ala 高感受性株に関する排出輸送体の効果> 
 
 これまでの結果により YtfF は第 2 の L-Ala 排出輸送体である可能性が示
された。そこで、AlaE と同様に細胞内に過剰に蓄積した L-Ala を解消する能力
があるかどうか確かめる実験を行った。 
Ala-Ala 高感受性株である JW1178alaE 株に pStv29 ベースの AlaE 高発現
プラスミドおよび YtfF 高発現プラスミドを導入した。これら AlaE 高発現株、
YtfF 高発現株において Ala-Ala の感受性を測定した結果、AlaE 高発現株にお
いては 1.25 mg/ml 以上という高い Ala-Ala 耐性を示したのに対して YtfF 高発
現株においては 0.312 mg/ml という AlaE 高発現株よりも Ala-Ala に対し高感
受性を示した(Table 2-3)。これまでの研究で AlaE に関しては L-Ala 依存的に発
現量が増加することが示されており、YtfF は基質に依存しない発現を示すこと
が分かっている。よって、MIC による実験において AlaE と YtfF に発現量の差




第 4節 考察 
 
 YtfF は当研究室の堀によって同定された４つの L-Ala 排出輸送体のうち、
2 番目に L-アラニン排出活性が高い排出輸送体である(23)。その後、当研究室の




YtfF 高発現株と YtfF 欠損株を用い各生細胞内への放射性標識 β-Ala 蓄積実




定する実験を行った。その結果、YtfF によるエネルギー依存的な β-Ala 蓄積量






である。また、L-Ala の反転膜小胞内への蓄積は非放射性 L-Ala をローディング
した小胞においても認められたことからYtfFはL-Alaを能動的に輸送する排出
輸送体であることが明らかとなった(Fig. 2-6)。 
大腸菌の主要な L-Ala 排出輸送体である AlaE は基質濃度が 50〜200 mM の
範囲で基質濃度依存的な輸送活性を示すことが示されている。一方、YtfF は L-
Ala 濃度が 1.0〜10 mM の範囲で輸送活性を示したことから(Fig. 2-5)、YtfF は
明らかに AlaE に比べ低い L-Ala 濃度域で機能する輸送体であることが明らか
となった(Fig. 2-5)。 
 以上のように YtfF は AlaE とは異なる性状を示した。すなわち、ⅰ)YtfF は
AlaE と比較してより低濃度の L-Ala 濃度で機能する、ⅱ)YtfF は AlaE とは異
なり構成的な発現を行う、ⅲ)YtfF は AlaE とは異なる基質特異性を持つ、ⅳ)細
胞内の L-Ala 過剰蓄積に対する YtfF の解消能は AlaE のそれよりも低い。この
ように、YtfF は機能上 AlaE と重複する基質（L-Ala）を排出する輸送体である




































Fig.2-3 Intracellular β-alanine concentrations.  
Cells were grown in minimal medium and suspended in the K-pi buffer (pH 
7.5). The transport assay was initiated by adding [3H]β-alanine to a final 
concentration of 1 mM and then incubated at 37°C. An aliquot (50 µl) of 
the cell suspension was filtered through a membrane filter and then 
washed twice with 3 mL each of pre-warmed minimal medium. Values 
presented are the means of three independent experiments with standard 
deviations. MG1655ytfF /pCA24N (closed square), MG1655/pCA24N 
(closed triangle), MG1655ytfF/pCA-ytfF IPTG 0 mM (opened circle), 
MG1655ytfF/pCA-ytfF IPTG 0.02 mM (opened circle/dotted line), 
MG1655ytfF/pCA-ytfF IPTG 0.04 mM (closed circle), MG1655ytfF/pCA-






















Fig.2-4 Accumulation of β-alanine in the inverted membrane vesicles 
under a downhill solute potential. The inverted membrane vesicles were 
prepared from MG1655ytfF and MG1655ytfF/pCA-ytfF. [3H]β-alanine 
accumulation was assayed in the absence (A) and presence (B) of 2.5 mM 
NADH. Extravesicular β-alanine concentrations for the transport assays 
are 4 mM (A and B) and 0.5 mM～8.0 mM (C). Dotted line in (B) shows 
YtfF-mediated β-alanine accumulation obtained by subtracting the values 
in MG1655ytfF from those in MG1655ytfF/pCA-ytfF in the presence of 
NADH. Symbols: A and B ○ , MG1655ytfF/pCA-ytfF;  □ , 






















Fig.2-5 Accumulation of L-alanine in the inverted membrane vesicles 
under a downhill solute potential. (A) The inverted membrane vesicles 
were prepared from MG1655ytfF and MG1655ytfF/pCA-ytfF. 
Extravesicular L-alanine concentrations for the transport assays are 1.0 
mmol/L～10.0 mM. Symbols: ●, 10 mM, ■, 8 mM, ▲, 4 mM, ◆, 2 mM, 
〇, 1 mM. (B)  Net YtfF-mediated L-alanine (closed circles) and β-alanine 
(closed squares) accumulations were determined at substrate 



















Fig.2-6 Accumulation of [3H]L-alanine in the L-alanine-loaded inverted 
membrane vesicles under an uphill solute potential. Inverted membrane 
vesicles were prepared from MG1655ytfF and MG1655ytfF/pCA-ytfF. 
The extravesicular L-alanine concentration for the transport assay was 2 
mM. Transport assays were performed without NADH (A) and with 2.5 
mM NADH (B). Dashed line in (B) shows YtfF-mediated L-alanine 
accumulation obtained by subtracting the values in MG1655ytfF from 
those in MG1655ytfF/pCA-ytfF in the presence of NADH. Symbols: A and 
































Fig.2-7 Effect of energy inhibitors on the accumulation of [3H]L-alanine in 
the inverted membrane vesicles under a downhill solute potential. [3H]L-
alanine accumulation was determined after 20 sec of incubation. The YtfF-
mediated [3H]L-alanine accumulation was calculated by subtracting 
values obtained with MG1655ytfF vesicles from those in MG1655ytfF 



























 L-Ala D-Ala β-Ala
Fig.2-8 Expression analysis of the ytfF gene. E. coli MG1655 was incubated 
in minimal medium in the presence of 6 mM of Ala-Ala , L-alanine , L-
leucine, D-alanine or β-alanine. After 5 min incubation, total RNA was 
isolated and RT-PCR analysis was performed. Five microliters of the 




Fig.2-9 Expression of β-galactosidase activity by ytfF upstream-lacZ fusions in 
MG1655lacZ. Each cells harboring a fusion plasmid containing various length of 
ytfF upstream region (600 bp, 300 bp upstream region) were incubated at 37ºC 
for 3 h in the presence of 6 mM of L-alanine (white), L-leucine (gray), and D-
alanine (striped). Control has no supplementation (black). β-galactosidase activity 
was determined as described in Materials and Methods. Values represented are 
















Fig 2-10. The membrane topology model of YtfF 
Amino acid residues subjected to mutation are indicated by shade. 






























第 3章 大腸菌の L-アラニン排出輸送体 AlaEの機能解析 
 
第 1節 緒言 
 
代謝産物の細胞内レベルは同化経路と異化経路の間のバランスによって決定
される。大腸菌において L-Ala は 3 つの L-Ala 合成酵素(AvtA, YfbQ, YfdZ)に
よって合成され、2つのラセマーゼ(Alr, DadX)によってD-Alaへと変換される。
そして、D-Ala は唯一知られている D-Ala 分解系である D-アミノ酸脱水素酵素
(DadA)によってピルビン酸へと異化される(48-50)。加えて、細胞内 L-Ala レベ
ルは膜を介する L-Ala の輸送によっても制御されるものと考えられ、取り込み















本実験で使用した菌株およびプラスミドは Table3-1 に記した。菌株は L 培
地（1% tryptone、0.5% yeast extract、0.5% NaCl、pH7.2）あるいは最少培地
（22 mM glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4、1.7 mM MgSO4、7 mM K2SO4、22 mM 
NaCl、100 mM sodium phosphate、pH 7.1）(35)を用いて 37ºC で振とう培養
した。必要な場合は培地に KM (12.5 µg/ml)、CP (12.5 µg/ml)、Amp (50 µg/ml)




















<dadA 欠損変異株および alaE, dadA 欠損変異株の作製> 
 
dadA 欠損株(MG1655dadA)は Dazenko らの one-step mutation 法に従っ
て作製した(54)。初めに KM 耐性マーカー遺伝子で挿入破壊した dadA 遺伝子
を含む DNA 断片を JW1178 (dadA::KM)の染色体 DNA を鋳型として dadA-
Fwd (5′-CTGGATAAAAAGGGCGTTCA-3′) と  dadA-Rev (5′-
CGTAAGCGTTCGCTTTTACC-3′)プライマーを用いて PCR により増幅した。
次いで、取得した DNA 断片を MG1655/pKD46 にエレクトロポレーション法で
形質転換をし、KM 耐性クローンを 12.5 µg/ml の KM を含む L 寒天培地で選
別 し た 。 dadA 遺 伝 子 と alaE 遺 伝 子 を 欠 損 し た 2 重 欠 損 株
(MG1655dadAalaE)を作製するために、MG1655dadA の KM 耐性カセット
を酵母由来の組換え酵素 Flpをもつ pCP20を形質転換することにより取り除い
た(55)。次に、alaE 欠損株 JW2645 (alaE::KM)の染色体 DNA を鋳型として
alaE-Fwd (5′-TTACGGAATATTTTATCTAC-3′) と  alaE-Rev (5′- 
ATGGCTTTAGTTCGCGTG-3′)プライマーを用いて KM耐性マーカー遺伝子で


















MG1655 with a deletion in dadA gene 
MG1655 with a deletion in alaE gene 
alaE disruptant derived from MG1655dadA 
MG1655 alr::FRT, dadX::FRT, yfdZ::FRT, 
avtA::GM, yfbQ::KM 
MLA301 with a deletion in alaE gene 
Relevant genotype/properties Source 









 各種菌株に対する Ala-Ala の最小発育阻止濃度(MIC)を寒天希釈法を用い
て測定した。L 平板培地で 37℃にて 1 日培養して形成したコロニーを L 液体培
地 4 ml に接種し、37℃で 1 夜振とう培養した（必要に応じて CP12.5 µg/ml を
添加）。前培養後の各被験菌体の A660を測定し、菌密度が被験菌株間で同程度に
なるように 0.85% NaCl で希釈した後、2 倍希釈系列の Ala-Ala を混釈した最少
平板培地にミクロプランター (MIT-P,佐久間製作所) を用いてスポットし、37℃




 被験菌株を最少培地(必要に応じて 50 µg/ml の D-Ala および L-Ala を添加)
を用いて 37℃にて一夜培養した前培養液 5 ml を 25 ml の同最少培地に植菌し
対数増殖期中期（OD660≧0.6）まで培養した。菌液は氷冷した最少培地で 2 回
洗浄した後、あらかじめ 37℃に温めておいた最少培地に A660＝3 となるように
再懸濁した。37℃にて 10 分間のプレインキュベーションを行った後、Ala-Ala
（終濃度 6 mM）を加え反応を開始した。細胞内画分の分離は、シリコンオイル
KF-53 と KF-54 (Shin-Etsu Chemical Co., Tokyo, Japan)を 8：2 の比率で混ぜ
た混合オイルを用いたシリコンオイル法に従って行った(23)。具体的には、ミク
ロチューブに 20 % (v/v)過塩素酸溶液 50 µl を分注し、その上に上記のシリコン
オイル 300 µl を静かに重層した。シリコンオイル層の上に 1 ml の被験菌液を
重層し、直ちに遠心を行い(20,000 g、1 min)菌体と培地を分離した。培地上清
およびシリコンオイルを丁寧に取り除き、菌体ペレットを bath-type sonicator
を用いて軽く超音波処理(15 s, 23 ºC)をして過塩素酸層に菌体を懸濁した。菌懸
濁液に 2 M Na2CO3 を 40 µl 添加混合し中和した後、遠心分離（20,000 x g, 23℃, 
1 min）を行って細胞内画分を取得した。サンプル中のアミノ酸は o-フタルアル




Shimadzu, Kyoto, Japan)を用いた HPLC 法によって測定した。細胞内アミノ
酸の算出は細胞容積を 2.03 μl/mg 乾燥菌体重量として行った(23)。 
 
 
第 3節 結果 
 
<Ala-Ala に対する MG1655 とその変異誘導体の感受性の測定> 
 
主要な L-Ala 排出輸送体 AlaE と大腸菌の唯一のアラニン異化酵素である D-
アミノ酸脱水素酵素の欠損が L-Ala の代謝に与える影響を評価するために
isogenic なシングルミュータントである MG1655alaE と MG1655dadA, お




MG1655dadA の Ala-Ala に対する MIC は 1.2 mg/ml 以上であり、親株で
ある MG1655 および L-Ala/D-Ala 非資化性の多重変異株である MLA301 と同
等の値を示した(Table 3-2)。L-Ala を代謝することができない MLA301 の主要
な L-Ala 排出輸送体 AlaE を欠損した MLA301alaE は培地中の Ala-Ala に由





生育抑制をきたすこと(MIC, 0.0025 mg/ml)が知られている。主要な L-Ala 異化




すなわち MG1655dadA が保持している野生型の AlaE が L-Ala を排出してい
ることを意味している。 
一方、AlaEを欠損したMG1655alaEのAla-Alaに対するMICは0.04 mg/ml
であり親株である MG1655 よりも低い値であった。このことは、DadA による
D-Ala 分解に伴う L-Ala の細胞内レベルを低下させる機能は AlaE の機能に比
べ不十分であることを意味している。したがって、本実験のように、急激に細胞
内 L-Ala レベルが上昇する条件下においては、AlaE の L-Ala 排出機能が DadA
の L-Ala 異化機能よりも細胞内 L-Ala レベルの調整（低下）に重要な寄与をし
ていることが明らかである。 
2 重欠損株である MG1655dadAalaE の Ala-Ala に対する MIC は、興味あ
ることに、著しく低く(0.0025 mg/ml)、MLA301alaE と同等の高感受性を示し
た(Table 3-2)。この MG1655dadAalaE の MIC は、MG1655alaE の Ala-
Ala に対する MIC (0.04 mg/ml)よりも低いことから、アラニンラセマーゼ反応
に続く L-Ala 異化経路である DadA が細胞内に蓄積する L-Ala の増加を解消す
るために寄与しているものと考えられる。しかし、MG1655alaE の Ala-Ala に
対する感受性 (MIC, 0.04 mg/ml)は、MG1655dadA および MG1655 の感受性 
(MIC, >1.2 mg/ml)よりも著しく高いことから、D-アミノ酸脱水素酵素の L-Ala




AlaE の L-Ala 排出機能によって本当に細胞内 L-Ala レベルの低下が起こる
か否かについて、HPLC を用いて細胞内のアラニン量を定量した。その結果、
MG1655alaE は反応開始 10 分と 30 分において 100 mM を超える高い L-Ala
蓄積量を示したが、MG1655 および MG1655dadA においてはいずれも低い L-




受性の結果と一致しており、L-Ala 過剰条件下で L-Ala の細胞内蓄積を回避す
る能力は AlaE が最も高いという結果を支持している。 
 
 
第 4節 考察 
 
AlaE による細胞外への L-Ala の排出が、毒性を示す濃度域に達する L-Ala の
蓄積の解消に大きく寄与していることがこれまでの研究により示唆された。し










































































































Fig.3-2 Intracellular alanine concentration. 
After incubation of strains MG1655 (black), MG1655alaE (white), 
MG1655dadA (grey), MG1655dadAalaE (stippled), and 
MLA301alaE (hatched) in minimal medium containing 6 mM Ala-Ala, 
intracellular fractions were recovered by the silicone oil method. 




第 4章 大腸菌のD-Ala排出輸送システムの特性解析と D-Ala排出輸送体の同
定 
 
第 1節 緒言 
 
 微生物は L 体のアミノ酸と共に D-体のアミノ酸を利用していることがよく知













細菌 C. glutamicum の L-lysine 排出輸送体 LysE が、D-lysine, D-serine, D-
arginine, D-ornithine を排出することが示された(13, 60)。一方、モデル細菌で
ある大腸菌については D-アミノ酸の排出輸送体はこれまで報告がない。そこで、








本実験で使用した菌株およびプラスミドは Table 4-1 に記した。菌株は L 培地




mM glucose, 7.5 mM (NH4)2SO4、1.7 mM MgSO4、7 mM K2SO4、22 mM NaCl、
100 mM sodium phosphate、pH 7.1）(35)を用いて 37ºC で振とう培養した。
必要な場合は培地に GM (6.25 µg/ml)、KM (6.25 µg/ml)、CP (12.5 µg/ml)を加



















































rrnB3, lacZ4787, hsdR514, (araBAD)567, 
(rhaBAD)56 
BW25113 with a deletion in dadA gene 
BW25113 with a deletion in yciC gene 
BW25113 with a deletion in alaE gene 
BW25113 with a deletion in yraM gene 
BW25113 with a deletion in yidH gene 
BW25113 with a deletion in ymcD gene 
D-alanine auxotroph (alr, dadX)  
derived from MG1655 
JW1178 with a deletion in alaE gene 
 
 
Relevant genotype/properties Source 




























<細胞外 D-Ala および L-Ala の同定> 
 
 大腸菌 JW1178(dadA 遺伝子欠損株)および親株である BW25113 を LB-
broth(1%トリプトン、0.5%乾燥酵母エキス、0.5% NaCl、pH 7.2)に接種し 1 夜、
37℃にて培養した。翌日培養液 1 ml を集菌（13,700 x g, 5 min）後、0.85 %NaCl
で 2 回洗浄し 1 ml の 0.85 %NaCl に懸濁した。この菌液 40 µl を 6 mM の Ala-































pCA24N harbouring the alr gene 
pCA24N harbouring the dadX gene 
pCA24N harbouring the yciC gene 
pCA24N harbouring the alaE gene 
pCA24N harbouring the yraM gene 
pCA24N harbouring the yidH gene 
pCA24N harbouring the ymcD gene 
CPr, lacZ, p15A ori 
pStv29 harbouring a 1.8 kb PCR fragment of the 
Bacillus sphaericus alaD gene preceded by the 












Red recombinase expression plasmid 




37℃で振とう培養した。その後、培養液を 6 時間ごとに遠心集菌し（13,700 x g, 
5 min）、上清を細胞外画分として回収した。細胞外画分は等量のクロロホルム
と 15 分間混合し、遠心分離した。水層部分を回収しエタノールと 1:4（上清：
エタノール）の割合で転倒混和し、再度遠心分離した。回収した上清(150 µl)を
0.19% Nα-(5-fluoro-2,4-dinitrophenyl)-L-alaninamide および 0.22 M NaHCO3
を含む溶液(270 µl)と混合し、遮光条件下 37℃で 90 分間振とうした。その後、
混合液を 60 µl の 1M HCl で中和し、等量のアセトニトリル：リン酸バッファー
(pH 7.0) 混合溶液(混合比率 1:9)で希釈した。D-Ala と L-Ala は HPLC によっ




細胞外画分(100 µl)を 250 mM Tris-HCl(pH 8.3), 2.5 mg/ml flavin adenine 
dinucleotide, 0.075 mg/ml catalase を含む溶液(80 µl)と混合し、6.0 U/ml の D-
アミノ酸オキシダーゼ（和光純薬）を 20 µl 加え、37℃で 30 分間反応を行った。
その後、等量(200 µl)のクロロホルムを添加し 15 分間混合処理して反応を終了
した。コントロールである 0 min のサンプルは 6.0 U/ml の D-アミノ酸オキシ
ダーゼ 20 µl と 200µl のクロロホルムを同時に反応溶液に加え、15 分間処理し
た。遠心分離（13,700 x g, 5 min）を行い回収した上清を前記同様、遮光条件下





 D-Ala 要求性株である E. coli MB2795 を指示菌として用いバイオアッセイ
を行った。MB2795 株を 50 µg/ml D-Ala を含む LB-broth(1%トリプトン、0.5%
乾燥酵母エキス、0.5% NaCl、pH 7.2)に接種し 37℃にて 1 夜培養した。その後、
1 ml の菌液を 0.85 % NaCl で 2 回遠心洗浄し、等量の 0.85 %NaCl で再懸濁し
た菌液を、予め保温しておいた L-寒天培地で希釈し(～107 cells/ml)、シャーレ
に分注した。D-Ala スタンダード溶液 (0.1, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 mM)と細胞外








大腸菌 JW1178（dadA 遺伝子欠損株）にアラニンラセマーゼ遺伝子 dadX を
もつプラスミド pDadX と alr をもつプラスミド pAlr を導入した各形質転換体
を LB-broth(1%トリプトン、0.5%乾燥酵母エキス、0.5% NaCl、pH 7.2)に接種
し 37℃にて 1 夜培養した。翌日培養液 1 ml を集菌後、2 回 0.85 %NaCl で遠心
洗浄し、4 ml の最少培地に 40 µl の菌液を接種した。この菌液に Ala-Ala（終濃
度 6 mM）、IPTG （終濃度 0.01 mM）、KM（終濃度 12.5 µg/ml）および CP
（終濃度 12.5 µg/ml）を添加し、37℃で振とう培養を開始した。その後、培養
液を 6 時間ごとに遠心集菌し、上清を細胞外画分として回収した。その後、前述




大腸菌 BW25113（野生型）、JW1178(dadA 遺伝子欠損株)を LB-broth(1%ト
リプトン、0.5%乾燥酵母エキス、0.5% NaCl、pH 7.2)に接種し 37℃にて 1 夜培
養した。翌日培養液 1 ml を集菌後、2 回 0.85 %NaCl で遠心洗浄し 1 ml の
0.85 %NaCl に懸濁した菌液 0.2 ml を 20 ml の最少培地に加え、対数増殖期後
期まで振とう培養した。菌体を集菌後 A660＝3 となるように様々な濃度(1.0 mM
〜6.0 mM)の Ala-Ala を含む最少培地で再懸濁した後、37℃で振とう培養を行
った。培養開始後一定時間ごとに集菌し、上清を細胞外画分として回収した。そ





菌 JW1178/pAlaD 株を LB-broth(1%トリプトン、0.5%乾燥酵母エキス、0.5% 
NaCl、pH 7.2)に接種し 37℃にて 1 夜培養した。翌日培養液 1 ml を遠心集菌





A660＝3 となるように 1 %NH4Cl を含む最少培地で再懸濁した後、試験管の気
相を窒素置換しブチルゴム栓で封入してから、37℃でゆるやかに浸透培養を行
った。培養開始後一定時間ごとに集菌し、上清を細胞外画分として回収した。そ
の後、前述の方法にしたがって D-Ala と L-Ala を HPLC 法によって分析した。 
 
<CCCP および DCCD の影響> 
 
大腸菌 JW1178/pAlaD 株を LB-broth(1%トリプトン、0.5%乾燥酵母エキス、
0.5% NaCl、pH 7.2)に接種し 37℃にて 1 夜培養した。翌日培養液 1 ml を集菌
後、2 回 0.85 %NaCl で遠心洗浄し 1 ml の 0.85 %NaCl に懸濁した菌液 0.2 ml
を 20 ml の最少培地に加え、対数増殖期後期まで振とう培養した。菌体を集菌
後 A660＝3 となるように最少培地で再懸濁し、37℃でゆるやかに浸透し 1 時間
培養を行った。その後菌液を 2 つに分け CCCP（終濃度 20 µM）または DCCD
（終濃度 50 µM）を各培養液に加え培養を開始し、2 時間ごとに 500 µl の菌液
を集菌し、上清を細胞外画分として回収した。その後、前述の方法にしたがって
D-Ala と L-Ala を HPLC 法によって分析した。 
 
<Ala-Ala 存在下での CCCP および DCCD の影響> 
 
大腸菌 JW1178/pAlr 株を LB-broth(1%トリプトン、0.5%乾燥酵母エキス、
0.5% NaCl、pH 7.2)に接種し 37℃にて 1 夜培養した。翌日培養液 4 ml を集菌
後、2 回 0.85 %NaCl で遠心洗浄し 4 ml の 0.85 %NaCl に懸濁した菌液 2 ml を
200 ml の最少培地に加え、対数増殖期後期まで培養した(最少培地は CP12.5 
µg/ml, KM 12.5 µg/ml, 0.1 mM IPTG を含む)。菌体は集菌し 2 回 20 ml の最少
培地で洗浄した。その後、500 µl のあらかじめ温めておいた最少培地に懸濁し、
L-Ala-L-Ala 6 mM を加えた。細胞内にアラニンを蓄積させるために 37℃でゆ
るやかに 1 時間振とう培養を行った後、集菌し最少培地（500 µl）で懸濁した。
この菌液を 2 つに分け CCCP（終濃度 20 µM）または DCCD（終濃度 50 µM）









反転膜小胞(Inverted membrane vesicle)は Altendorf K H, Futai M 等の方法





膜小胞 10 µl を 15 ml 容プラスチックチューブの底に分注し 2 分間 25℃の水槽
でインキュベーションした後、5.0 µl の[3H]D-Ala (10 mCi/mmol)、1.0 µl の D-
Ala（250 mM）、1.0 µl の NADH (125 mM) を含む 40 µl の反応バッファーを













を選抜し用いた。これらのクローンの D-Ala 分泌能を評価するために、D-Ala 要
求性株である E. coli MB2795 を指示菌として用いバイオアッセイを行った。具
体的には、MB2795 株を 50 µg/ml D-Ala を含む LB-broth に接種し 37℃にて 1
夜培養した菌液 1 ml を採取し、0.85 % NaCl で 2 回遠心洗浄して等量の




（IPTG 0.1 mM および Ala-Ala 6 mM を含む）に接種し(～107 cells/ml)シャー
レに分注後固化させ、スクリーニング用の平板を作製した。その後、選抜した




らに評価するために、培地に添加する IPTG と Ala-Ala 量を減量調整して 2 次
スクリーニング(IPTG 0.1 mM, Ala-Ala 1 mM)、さらに 3 次スクリーニング
(IPTG 0.04 mM, Ala-Ala 2 mM)を行った。 
 
<生菌における放射性標識 D-Ala の細胞内蓄積> 
 
L平板培地で 37℃にて各被験菌を 1日 37℃にて培養して形成したコロニーを
5 ml の最少液体培地（CP 12.5 µg/ml）に接種し、37℃で一夜振とう培養した。
この前培養菌液全量を 20 ml の最少培地(CP 12.5 µg/ml)に加え、37℃にて振と
う培養を行った。各被験菌の 660 nm における吸光度(A660)を測定し、A660が約
0.6 に達するまで生育した時点（約 3 時間）で各菌株を集菌し（8,700 x g, 10 min, 
4℃）、A660 = 1 となるように 100 mM リン酸カリウム緩衝液(pH 7.5)に懸濁し
て使用するまで氷上で静置した。菌液 40 µl をチューブに分注し、1.0 µl の 1 
mM 非放射性 D-Ala、5 µl の[3H]D-Ala(D-Ala 終濃度 20.04 µM)および 4 µl の
100 mM リン酸カリウム (pH 7.5)を加え混合した後、37℃で反応を開始した。
反応開始直後、および 1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min 後に 1 ml のクエンチ
ングバッファー（100 mM リン酸カリウム(pH 5.5)、100 mM KCl、10 mM 
MgSO4、）を各反応チューブに加え反応を停止させ、ガラスファイバーフィルタ
ー(ADVANTEC, GF-75 , Japan)上に載せ吸引濾過し、3 ml のクエンチングバッ
ファーで膜フィルターを 2 回洗浄した。洗浄後、膜フィルターをプラスチック
バイアルに入れ、6 ml のシンチレーションフィルターカウント(PerkinElmer, 
USA)を加え、24 時間後に液体シンチレーションカウンターSLC-5001(Hitachi 






第 3節 結果 
 
<細胞外に分泌された D-Ala の測定> 
 
 通常の培養条件下で大腸菌を培養しても L-Ala と同様に D-Ala の排出は認め
られないことがこれまでの研究で知られている。そこで、D-Ala の異化経路であ
る D-アミノ酸デヒドロゲナーゼを欠損させた大腸菌(JW1178)を Ala-Ala 存在
下で培養することによって D-Ala が細胞内に蓄積し易い状況を作り出すことで、
D-Ala の細胞外への分泌が検出できるのではないかと考え実験を行った。 
 6 mM Ala-Ala 共存下で培養したところ、親株である BW25113 においては 18
時間の培養で 3.8 mM の L-Ala の分泌が認められ、その後徐々に減少して 48 時
間後には検出限界以下になった(Fig. 4-1 A)。一方、D-Ala は 12h から 24h にお
いてわずかに検出できるのみであった(Fig.4-1 A)。また、JW1178 株においては
18 時間の培養で 9.2 mM の L-Ala 分泌が認められ、その後徐々に減少し 48 時
間後には 7 mM の L-Ala が検出された(Fig.4-1 B)。この L-Ala 分泌の増加に伴





 HPLC 分析によって検出されたシグナルが本当の D-Ala であるか検証するた
めに 2 つの実験を行った。まず 1 つ目は Ala-Ala 存在下で培養した JW1178 株
の培養上清を D-アミノ酸オキシダーゼで処理した後、HPLC 分析を行った。標
準 D-Ala のシグナル(retention time: 20.41 min)が消失する条件下で培養上清を
測定した結果、D-Ala と思われるピーク(retention time: 20.42 min)が D-アミノ
酸オキシダーゼ処理により消失した(Fig.4-2B)。このことから、検出されたピー
クが D-Ala であることが明らかとなった。さらに、D-Ala 要求性株(MB2795)を
指示菌としたバイオアッセイを行い、培養上清の生物学的活性を評価した。その
結果、Ala-Ala を加えた培地で培養した JW1178 株の培養上清は MB2795 の生
育を可能にし、その生育ハローは 1 mM の標準 D-Ala の活性とほぼ同等であっ





の D-Ala であることが明らかとなった。 
 
<アラニンラセマーゼの D-Ala 分泌への影響> 
 次にアラニンラセマーゼの発現強化の D-Ala 分泌に与える影響を調べるた
めに、JW1178 株に alr または dadX 高発現ベクターを導入した形質転換体の細
胞外 D-Ala 排出量を評価した。その結果、JW1178/pAlr 株からの D-Ala 排出量
は時間の経過と共に徐々に増加し、IPTG 誘導条件下、非誘導条件下共に培養 48
時間後に～11.5 mM にまで達した(Fig.4-3A, B)。一方、細胞外 L-Ala 排出量は
48 時間の培養で D-Ala よりも～2.5 倍低い細胞外排出量を示した。非誘導条件
下の JW1178/pDadX においても D-Ala の分泌が見られたが、JW1178/pAlr で
見られたレベルよりも低いものであった(Fig.4-3C)。dadX 遺伝子を誘導した場
合、D-Ala 排出量は 18 時間、24 時間、48 時間において約 30 %, 40 %, 20 %非
誘導条件下と比較して増加していた(Fig.4-3D)。こ h の JW1178/pDadX の D-
Ala 排出量は、JW1178/pAlr と比較するとわずかに低い値であった。 
 
<短時間培養における D-Ala および L-Ala の分泌> 
 
堀らは D-Ala と L-Ala を代謝することができない細胞は、Ala-Ala の存在下
で短時間アッセイ(≤30 min)を行うことで L-Ala を分泌することを見出した(5)。
そこで、前述の長時間培養とは異なる堀らが確立した短時間アッセイ法を用い
て JW1178 株において L-Ala に加えて、D-Ala が分泌されるか検証する実験を
行った。その結果、6 mM Ala-Ala 存在下で JW1178 株は時間依存的に D-Ala と
L-Ala を分泌することが分かり、D-Ala の分泌量は 2 時間の培養で 0.6 mM に
達した(Fig. 4-4A, B)。この D-Ala 分泌の程度は L-Ala の分泌量と比較して小さ
かったが、D-Ala および L-Ala の両方の分泌は添加する Ala-Ala 濃度の増加と
ともに増加した(Fig. 4-4C, D)。 
 
<異種アラニンデヒドロゲナーゼが D-Ala 分泌に及ぼす影響> 
 






本実験では Bacillus stearothermophilus 由来のアラニンデヒドロゲナーゼ
(AlaD)を利用した。プラスミドに組み込んだ alaD 遺伝子を発現する JW1178 株
は時間依存的に L-Ala を分泌した(Fig. 4-5A)。また興味あることに、D-Ala も時
間依存的に分泌され、その分泌量は 3 時間の培養で 0.4 mM まで増加した(Fig. 
4-5B)。この結果は、大腸菌が、L-Ala を自己合成することに続き細胞内レベル
の上昇した D-Ala を分泌する能力を有することを明らかに示している。また、




<alaD 発現株からの D-Ala および L-Ala 分泌に対する CCCP および DCCD
の影響> 
 
次に、JW1178 を培養したときの Ala の細胞外への排出がエネルギー依存性
の輸送体によって担われているのならば、エネルギー阻害剤は D-Ala 分泌過程
に何らかの影響を与えるという仮説を立て、プロトン駆動力を阻害する CCCP
および ATPase 阻害剤である DCCD を用いて嫌気条件下で細胞外に分泌される
L-Ala および D-Ala 量を測定した。その結果、JW1178/pAlaD 株に CCCP を添
加した場合、1 時間の培養で細胞外 L-Ala レベルが増加した(Fig.4-6)ことから、
L-Ala 排出システムは細胞のエネルギー状態に影響を受けるものと考えられた。
一方、細胞外への D-Ala 分泌量は CCCP の添加により減少した(Fig.4-6)。この
結果は、L-Ala の排出が亢進したことにより細胞内 L-Ala 濃度が下がることに
よって、それに続く L-Ala から D-Ala を合成するラセマーゼ反応が低下したこ










次に、Ala-Ala をローディングした細胞からの短時間培養での細胞外 D-Ala お
よび L-Ala 分泌に及ぼす CCCP と DCCD の影響を評価した。CCCP が存在す
る場合、培養時間 30 分および 1 時間において細胞外に分泌された D-Ala およ












胞内への[3H]D-Ala の蓄積量を測定した結果、エネルギー源として NADH を添
加した場合 1 分間で約 81 pmol/mg protein の D-Ala の蓄積が認められた(Fig. 
4-8)。一方、エネルギー源である NADHを加えない場合、1 分間で約 23 pmol/mg 
protein しか蓄積が見られなかった(Fig. 4-8)。このことから、エネルギー依存的
な反転膜小胞内への[3H]D-Ala の蓄積システムが存在することが示唆された。さ
らにこのことを検証するために、CCCP の D-Ala 蓄積に及ぼす影響を調べた結
果、NADH に加え CCCP を同時に添加した場合においては D-Ala の小胞内蓄






ASKA ライブラリーから選抜した 396 個のクローンを一次スクリーニングに供










18 クローンにおいて MB2795 のハローが見られた。 
次いで IPTGとAla-Ala量をともに減量調節して3次スクリーニングを行った。
その結果、最終的に 5 つの遺伝子(YciC, YmcD, YidH, YraM, AlaE)が D-Ala 排
出輸送体をコードする候補遺伝子として選抜された。 
 
< 生菌における放射性標識 D-Ala の細胞内蓄積> 
 
前述の実験で選抜された 5 つの D-Ala 排出輸送体候補遺伝子が D-Ala 排出輸送
体をコードしているならば、これらの遺伝子の増幅株の D-Ala 細胞内レベルは
欠損株のそれに比べ低いことが期待される。各候補遺伝子欠損株と増幅株の細
胞内[3H]D-Ala 蓄積量を調べた結果、YmcD, YidH, YraM においては細胞内 D-
Ala 濃度は欠損変異株と過剰発現株においてほとんど差が認められなかった
(Fig. 4-9)。一方、YciC, AlaE に関しては欠損株と比較して増幅株において明ら
かな細胞内 D-Ala 蓄積量の低下が認められた(Fig. 4-9)。したがって、YciC およ




第 4節 考察 
 
当研究室のこれまでの研究から、大腸菌は L-Ala 排出輸送体 AlaE をもつこ
とが同定された(23)。しかし、大腸菌野生株は通常の培養条件下では Ala を分泌
しないことが知られており、そのため AlaE の生理的な機能は、急激に細胞内
Ala レベルが上昇する際の緊急時に Ala を排出するポンプであると考えられて







においては培養上清中に D-Ala は検出できないことが分かっている。 
そこで、D-Ala 排出輸送体同定の第一歩として、大腸菌の唯一の D-Ala 分解
経路である dadA を欠損した変異株である JW1178 を用いて実験を行った。こ
の JW1178 由来の L-Ala 排出輸送体 AlaE 欠損株である JW1178alaE は、L-
Ala を完全に代謝できない MLA301 から誘導した alaE 欠損株である
MLA301alaE と同等の Ala-Ala 高感受性を示すので、JW1178alaE の細胞内
L-Ala レベルは高いと考えられる。そして、この L-Ala はラセマーゼ反応によっ




細胞外へ D-Ala が分泌されるか検討した。その結果、2 つの条件下ともに大腸
菌による D-Ala の分泌が予想どおり認められた(Fig. 4-4, Fig 4-5)。 




泌が拡散によるものであるなら、細胞外 D-Ala の分泌へ与える CCCP の影響と
DCCD の影響は同じ効果が見られるはずである。しかし、本実験の Ala-Ala を




ではなく単純拡散が原因ならば、Ala-Ala をローディングした JW1178 株から
分泌される D-Ala レベルは CCCP によって変化しないはずである。しかし本実








研究で観察された JW1178 からの CCCP による細胞外 L-Ala レベルの上昇は、
AlaE を介した L-Ala 排出効率の増強がその要因であると考えられる。したがっ
て、輸送体を介する L-Ala 排出に類似する現象として、D-Ala もまだ同定され
ていない輸送体タンパク質によって排出されていると考えられた。可能性の一
つとして、細胞外に検出された D-Ala は AlaE を介して排出されることが考え
られる。しかし、alaE を欠損した JW1178alaE とその親株である JW1178 は
6 mM Ala-Ala を添加した条件下で同程度の D-Ala の分泌が見られたことから、
AlaE 以外の D-Ala 排出輸送体の関与が考えられた(data not shown)。また、反
転膜小胞を用いた実験において、JW1178alaE から調製した小胞内へのエネル
ギー依存的な[3H]D-Ala の蓄積が見られた(Fig. 4-8)。したがって、未同定の排出
輸送体が D-Ala を排出していることが強く示唆された。 
さらにエネルギー源として、2 mM ATP を反転膜小胞に添加した場合、[3H]D-






ニングには D-Ala 要求性株である MB2795 を使用したバイオアッセイを用い
た。 
IPTG 濃度および Ala-Ala 濃度を変化させ、1 次スクリーニングから 3 次スク
リーニングまで行った結果、5 つの D-Ala 排出輸送体候補遺伝子(yciC, ymcD, 
yidH, yraM, alaE)を絞り込むことができた。また、これらの過剰発現株と欠損
株の細胞内 D-Ala 蓄積量を比較すると YciC および AlaE で細胞内 D-Ala が過
剰発現株において低下していた。よって、これら 2 種類のタンパク質は D-Ala
排出輸送体である可能性が強く示唆された。 
これら 2 つのタンパク質の内 AlaE に関してはすでに当研究室の堀によって
L-Ala 排出輸送体であると同定されているタンパク質である。しかし、本タンパ
ク質が光学異性体である D-Ala を排出できるかは未だはっきりとはしていなか





果により、AlaE が L-Ala とともに D-Ala を排出できることが強く示唆された。
よって、AlaE が D/L 体を区別しないアミノ酸排出輸送体であることが分かっ
た。しかし、今回見いだされた新規膜タンパク質 YciC と AlaE のいずれが主要
な D-Ala 排出輸送体なのか、あるいは、これらの二つの輸送体以外に D-Ala を
排出する実体があるのか、今後のさらなる解析が必要である。AlaE はこれまで
の研究によって細胞内の L-Ala 量を調節するためのポンプであると考えられて
きたが、今回の結果により細胞内の D 体を含む Ala の量を厳密にコントロール
している可能性が示唆された。また、大腸菌における D-アミノ酸排出輸送体は
AlaE が初めてとなり新規性の高い結果であるといえる。 
 一方で今回初めて D-Ala を排出する可能性が示唆された YciC に関してはま
ったく研究報告がない機能未知のタンパク質である。この YciC は膜貫通予測ソ
































Fig.4-1. Secretion of D-alanine and L-alanine from intact E. coli cells. 
BW25113 (A) and dadA-deficient strain JW1178 (B) are incubated in 
minimal medium containing 6 mM Ala-Ala. The extracellular fractions 
were recovered at the time intervals indicated and quantities of D-alanine 





















































































































Fig.4-2. Identification of D-alanine in the culture supernatants. 
Escherichia coli JW1178 (dadA mutant) was grown in minimal medium in 
the presence of 6 mM L-alanyl-L-alanine (L-Ala-L-Ala) at 37℃ for 18 h 
and the culture supernatants were obtained. (A) The level of D-alanine in 
the supernatant was determined by the HPLC method. (B) The 
supernatant was treated with D-amino acid oxidase before the HPLC 
analysis. An arrow indicates D-alanine (retention time, 20.41 min) (C) The 
level of authentic D-alanine was determined without D-amino acid oxidase 
treatment. (D) The authentic D-alanine was treated with D-amino acid 
oxidase before the HPLC analysis. (E) Bioassay analysis of the 
supernatant was performed using a D-alanine auxotroph E. coli MB2795 
as an indicator strain. D-alanine standard solutions and the extracellular 
fraction were placed in a penicillin cup. D-alanine standard: 1, 10 mM; 2, 













Fig.4-3. Effect of alanine racemases, Alr and DadX, on extracellular D-
alanine and L-alanine. Escherichia coli JW1178 harbouring pAlr (A and B) 
or pDadX (C and D) was incubated in minimal medium containing 6 mM 
L-alanyl-L-alanine (L-Ala-L-Ala) in the presence (B and D) and absence (A 
and C) of 0.1 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). The 
extracellular fractions were recovered at the time intervals indicated and 
quantities of D-alanine and L-alanine were determined by HPLC. Symbols: 














Fig.4-4. Secretion of D-alanine and L-alanine from concentrated 
Escherichia coli cells. Concentrated cells of E. coli JW1178 were incubated 
in minimum medium containing 6 mM L-alanyl-L-alanine (L-Ala-L-Ala) 
and extracellular fractions were recovered at 10, 30, 60 and 120 min (A and 
B). E. coli JW1178 cells were incubated in minimal medium for 1 h in the 
presence of 1, 3, and 6 mM Ala-Ala (C and D). L-alanie (A and C) and D-






















































Fig.4-5. Effect of heterologous alanine dehydrogenase on the secretion of 
D-alanine and L-alanine. Concentrated cells of Escherichia coli JW1178 
harbouring pAlaD were incubated in minimum medium, which had been 
supplemented with 1 % (w/v) NH4Cl, at 37℃ for 1 h under anaerobic 
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Fig.4-6. Effect of carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) and 
dicyclohexylcarbodiimide (DCCD) on the secretion of D-alanine and L-
alanine. Concentrated cells of Escherichia coli JW1178 harbouring pAlaD 
were incubated as described in the legend to Fig. 5. After 1 h incubation, 
20 μM CCCP (A and B) or 50 μM DCCD (C and D) was added to the cells 
and anaerobic cultivation was continued for a further 4 h. L-alanine (A and 
C) and D-alanine (B and D) in the culture supernatants were determined 
by HPLC. Growth of cells was slightly affected by CCCP and DCCD during 
the incubation time, thus alanineconcentrations were normalized to the 











Fig.4-7. Effect of CCCP and DCCD on the secretion of D-alanine and L-
alanine from L-Ala-L-Ala-loaded cells. Highly concentrated cells of 
Escherichia coli JW1178 harbouring pAlr were loaded with 6 mM Ala-Ala 
as described in Methods. After washing the Ala-Ala-loaded cells, the 
concentrated cells were incubated in the presence of 20 µM CCCP (A and 
B) or 50 µM DCCD (C and D) and the extracellular fractions were recovered 
at 10, 30 and 60 min. L-alanine (A and C) and D-alanine (B and D) were 
determined by HPLC. Growth of cells was slightly affected by CCCP and 
DCCD during the incubation time, thus alanine concentrations were 


























Fig.4-8. Accumulation of [3H]D-alanine (40 mCi/mmol) in the inverted 
membrane vesicles. The inverted membrane vesicles were prepared from 
JW1178alaE cells. [3H]D-alanine accumulation was determined after 1 
min of incubation in the absence (control) and presence (NADH) of 2.5 mM 
NADH. Effect of CCCP was determined in the presence of both 5 µM CCCP 
and 2.5 mM NADH (CCCP+NADH). Values represented are the means of 
three independent experiments with standard deviations. The statistical 









































Fig.4-9. Accumulation of [3H]D-alanine in intact cells. Cells were grown in 
minimal medium and suspended in the same medium. The transport assay 
was initiated by adding [3H]D-alanine to a final concentration of 20 µM 
and then incubated at 37°C. An aliquot of the cell suspension was filtered 
through a membrane filter with a 0.22 µm-pore size, and then washed 
twice with 3 mL each of pre-warmed minimal medium. Symbols: ○ , 










 本博士論文では、新規 L-Ala 排出輸送体として同定された機能未知タンパク
質 YtfF の機能解析および主要な L-Ala 排出輸送体である AlaE の機能解析を行
うことで大腸菌の L-Ala 排出活性の全容を解明することを試みた。 
 本研究の YtfF の機能解析によって以下のことが分かった。i) YtfF は L-Ala の
他に β-Ala を排出することができる。ii) YtfF は 1 mM～10 mM の間で L-Ala
を排出することができる。iii) YtfF は能動的な排出ができる排出輸送体である。
iv) YtfF はプロトン駆動力により基質を排出している。v) YtfF は基質に依存し
ない構成的な発現を行っている。これらの結果は大腸菌の主要な L-Ala 排出輸
送体と考えられている AlaE とはかなり異なるものであることが分かった。まず
AlaE は YtfF とは異なり β-Ala を基質としないことが示唆されており、本研究
の D-Ala 排出輸送体に関する研究において D-Ala を基質とすることが示唆され
た。YtfF に関しては D-Ala 排出活性は確認することができず、これら 2 つの排
出輸送体は異なる基質特異性を持つことが今回の研究により明らかとなった。
また、AlaE においては YtfF よりも高い基質濃度(50 mM～200 mM)の L-Ala を
排出することが金の研究により明らかとされていた(27)。高濃度の L-Ala 存在下
において AlaE が重要な機能を果たすという解釈は、本研究において AlaE 欠損
株は Ala-Ala 6 mM 添加時において 100 mM を超える細胞内 L-Ala 濃度になる
こと(Fig 3-2)からも理解できることである。したがって、AlaE の生理的な機能
は細胞内 L-Ala 過剰条件下における緊急排出ポンプであり、細胞内に過剰に蓄
積した L-Ala および D-Ala を排出し生育に影響を及ぼすことを防いでいると考
えられた。一方、YtfF に関しては AlaE よりも低濃度の L-Ala 排出活性を持つ
ことが明らかとなった(Fig. 2-4)。通常の培養条件下における大腸菌の細胞内 L-
Ala 量は数 mM であるといわれており、数 mM の細胞内 L-Ala 量で機能する
YtfF は AlaE とは異なる機能を持つと考えられた。また、YtfF が欠損しておら
ず AlaE を欠損した変異株が、6 mM Ala-Ala 存在下において細胞内 L-Ala 蓄積
量が 100 mM まで上昇することからも、YtfF は過剰に蓄積した L-Ala 解消能は
低いと考えられた。大腸菌がこれらの性質の異なる２つの L-Ala 排出輸送体を








が考えられた。また、本研究により YtfF はプロトン駆動力により L-Ala を排出












および EamB(YfiK)という 2 つの排出輸送体によってその細胞内濃度が調節さ
れている(24, 26)。EamA は YtfF と同様の DME Family に所属する排出輸送体









この EamA の結果と似通っており、YtfF は AlaE よりも L-Ala に対する親和性
が強く、低濃度の L-Ala を排出することができる。よって、YtfF の役割も細胞
内の L-Ala の微調節を行っていることが考えられた。さらに EamA は近年の研
究においてシステイン/シスチンシャトルシステムという機構を構成する 1 部で














少なくとも AlaE, YciC の 2 つのタンパク質がこの輸送に関与していることを明
らかとした。しかし、生細胞を用いた結果であるので、今後さらに生化学的な詳
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